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1．要約 
Notch1は T細胞分化に必須ということに加え、T細胞白血病の発症に関与するこ
とがマウスを用いた多くの研究で示されてきた。ヒトでも T 細胞性急性リンパ球性
白血病（T-ALL）において、その 50％以上の症例でその白血病細胞に Notch1 の活
性化型変異が認められるが、Notch1 の in vivo でのヒト T 細胞分化での役割はほと
んど明らかにされていない。そこで、Notch1シグナルが T細胞分化や T細胞癌化に
及ぼす影響について調べるために、ヒト臍帯血由来の造血幹細胞に、活性化型 Notch1
（Notch1の細胞内領域、intracellular domain of Notch1：ICN1）をコードする遺
伝子を導入し、重症複合免疫不全症マウスである NOD/Shi-scid IL2rγnull （NOG）
マウスに移植した。本実験で作成したヒト化マウスでは、従来のヒト化マウスでは見
られなかった、末梢での CD8 single positive T 細胞分化を再現することができた。す
なわち、ヒトリンパ球分化において Notch1の活性化が CD8 single positive T 細胞分化
を in vivoで促進することが明らかになった。さらに、移植マウスから回収したヒト T
細胞を、別のマウスへ二次移植したところ、二次移植 13ヶ月後に 26匹中 1匹でT-ALL
の発症が観察された。さらに移植後 14ヶ月まで観察を継続したが、T-ALLが見られ
たのは 1匹のみであった。 
以上の結果から、ヒトリンパ球分化において、Notch1 の活性化が T 細胞分化・成
熟を促すこと、および Notch1 活性化による T細胞白血化には Notch1 の高発現だけで
は不十分でさらなる追加要因が必要なことがヒト化マウスを用いた生体内実験系で
明らかになった。 
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2．背景 
 Notch受容体は膜貫通型の受容体であり、隣接する細胞表面上のリガンドと結合す
ることでシグナルを伝える。Notchシグナルは、細胞の生存、増殖、分化の制御に深
く関与し、いわば細胞の運命決定を司る[1]。Notch 受容体－リガンド系は、ヒトで
は 4つの受容体（Notch1-4）と 5つのリガンド（DLL1、3、4と Jagged1、2）で構
成される[1,2,3]。Notch受容体に隣接細胞表面のリガンドが結合すると、メタロプロ
テアーゼや γ セクレターゼによって Notch が細胞内領域と細胞外領域とに切断され
る。そして細胞内領域（Intracellular domain of Notch :ICN）が核内へ移行し転写
因子として機能し、Hes や Hey などの転写因子の発現を誘導することで、さらにそ
れらの下流の遺伝子の発現を制御している。 
 血球形成において、Notchシグナルは造血幹細胞の維持やリンパ球の分化に関与し
ている[4,5,6]。Notchの中でも特に Notch1は、胸腺における T細胞の分化・成熟に
必須であるとされる[7,8,9,10]。Notch1の恒常的活性化変異体や機能喪失変異体を用
いた多くの報告により、マウスにおける Notch1の T細胞分化での重要性が示されて
きた。例えば、Notch1シグナルを欠損させることで、マウス胸腺内で T細胞分化が
抑制され異所性の B 細胞の増殖が見られたり[4]、反対に恒常的に Notch1 を発現さ
せることで、マウス骨髄内での T 細胞分化が起こり、B 細胞分化が抑えられたりす
ることが示されてきた[11]。さらに、Notch1 シグナルは T 細胞への偏向分化だけで
なく、CD4/CD8二重陰性（double negative :DN）から二重陽性（double positive :DP）
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への分化促進にも関与することが、マウスの実験系から明らかにされた[10,11,12]。
以上のように、マウスにおいて、Notch1シグナルは T細胞初期分化の方向づけから
T細胞受容体遺伝子再構成の誘導[13,14]や CD4/CD8 単陽性（single positive :SP）T
細胞への成熟過程[15]まで、各段階で広く必要とされていることが知られている。一
方、ヒトにおける Notch1 の T 細胞分化への作用は、OP9-DLL1 細胞株との共培養
や胎仔胸腺組織培養法といった、in vitro の実験系で解析され、Notch1 シグナルが
ヒトにおいても in vitroでのT細胞分化に重要な役割を果たすことが明らかにされた
[16,17,18]。しかし、in vivoでの Notch1のヒト T細胞分化における役割については
妥当な実験系が存在しないため良く分かっていない。ヒト造血幹細胞に ICN1を導入
して NOD/Scid免疫不全マウスに移植すると骨髄内に CD4/CD8 DP T細胞が出現す
ることが報告された程度である[19]。 
 Notch1 は、T 細胞性白血病の発症にも関与するとされている。マウスでは、造血
幹細胞に Notch1 を高発現させると T 細胞性白血病が発生することが示された
[20,21]。さらに最近になって、マウスにおいて造血幹細胞自身に Notch1遺伝子異常
がなくても、周囲環境により Notch1の高発現が誘導されることで T細胞性白血病が
発症することが示唆された[22]。一方、ヒト T細胞性急性リンパ球性白血病（T-ALL）
において、Notch1の高発現が惹起される Notch1遺伝子変異が 50％以上で認められ
[23]、ヒトでもマウスでも、Notch1 の発現あるいは活性の上昇が T 細胞癌化に深く
関与すると考えられている。 
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 ヒト血液疾患の成因・病態の解析に、ヒト血液細胞を免疫不全マウスに移植する方
法が有用である。血液系ヒト化マウスとして、ヒトの造血幹細胞を免疫不全マウスに
移植することで、マウス体内でヒト血球細胞分化を観察することができる[24,25,26]。
2000 年代になり、超免疫不全マウスが登場し、多くのヒト化マウス実験に用いられ
るようになった。主なマウスとしては、NOD/Shi-scid IL2rγnull (NOG)マウス、
NOD/LtSz-scid IL2rγnull (NSG)マウス、BALB/c Rag2null IL2rγnullマウスが挙げられ、
これらは皆、T 細胞、B 細胞および NK 細胞を欠損している[27,28,29,30,31]。これら
の超免疫不全マウスでは異種拒絶反応を欠損するため移植されたヒト細胞が拒絶さ
れず、移植細胞の動態を長期間観察でき、造血幹細胞移植では T 細胞などヒト血球
細胞分化・維持をマウス体内で再現し追跡できる。ヒト化マウスを用いて、私の研究
室では以前に、白血病遺伝子として知られているMLL-AF10を導入したヒト造血幹
細胞を NOGマウスに移植して、ヒト急性単球性白血病モデルの作成に成功した[32]。
このように、超免疫不全マウスは、ヒト血球細胞分化、さらに白血病などのヒト疾患
の発生機序の解析に有用と言える。 
 今回、ICN1 遺伝子を導入したヒト造血幹細胞を NOG マウスに移植することで、
Notch1シグナルが T細胞分化、さらには T細胞癌化にどのように関与しているかを
検討した。その結果、ICN1 を導入したヒト造血幹細胞が NOGマウス体内で CD8 SP 
T細胞にまで分化し、末梢にまで分布することが観察された。Notchによるヒト SP T
細胞の分化が in vivoで観察できたのは、今回の報告が初めてである。さらに、ヒト
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T細胞分化が観察されたNOGマウスの骨髄からヒト血球系細胞を単離し、別のNOG
マウスに二次移植したところ、移植後 13 ヶ月後に、26 移植中 1 匹だけであったが
T-ALLを発症した。以上のように、血液系ヒト化マウスは、Notch1のような造血系
細胞分化に関わる遺伝子の in vivoでの役割を解析するのに極めて有用な動物モデル
となり得る。 
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3．目的 
 活性化型 Notch1 を導入したヒト造血幹細胞を超免疫不全マウス（NOG マウス）
に移植することで、Notch1のヒト T細胞分化における働きと、T-ALL発症への関与
を in vivoで明らかにする。 
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4．方法 
4.1 CD34陽性ヒト造血幹細胞の単離 
 ヒト臍帯血は、宮城県臍帯血バンク（仙台市）及び理化学研究所バイオリソースセ
ンター（つくば市）より入手した。今回の実験は、東北大学大学院医学系研究科倫理
委員会の承認を得て行なった。造血幹細胞が多く含まれる CD34 陽性細胞の臍帯血
からの単離は、既報告の方法[30,31]に従って以下のように行なった。臍帯血から、
Lymphocyte Separation Medium（MP Biomedical 社、米国）を用いて密度勾配遠
心にて単核球を単離した後、これにビオチン化 hCD34抗体（Serotec社、英国）、抗
ビオチン抗体・磁気マイクロビーズ（Miltenyi Biotec 社、ドイツ）を順に反応させ
た。磁気ビーズで標識されたヒト CD34 陽性細胞を Auto MACS（Miltenyi Biotec
社）を用いて回収した。CD34陽性細胞の純度は 95％以上であった。 
 
4.2 プラスミド 
 pDΛNsam-IRES-EGFP は、IRES下にマーカーとして EGFPを組み込んだレトロ
ウイルスベクターであり、小野寺雅史博士（国立成育医療研究センター：東京都）よ
り供与を受けた[33]。ウイルスを生成するためのパッケージング細胞として、PLAT-F
（北村俊雄博士（東京大学医科学研究所：東京都）より分与）を使用した[34]。ICN1
を発現させるために、ヒト ICN1の cDNA（穂積勝人博士（東海大学：伊勢原市）よ
り供与を受けた）を pDΛNsam-IRES-EGFP のクローニングサイト内に挿入するこ
とで、pDΛNsam-ICN1 を作成した。 
 
4.3 CD34陽性造血幹細胞移植 
 CD34陽性細胞は、1％ヒト血清アルブミン（化血研、熊本市）を加えた X-VIVO15
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（Cambrex Bioscience 社、米国）に懸濁し、96 穴丸底プレートに各穴に 3×104個
ずつ入れ、100 ng/ml stem cell factor、100 ng/ml Flt-3 リガンド、25 ng/ml 
thrombopoietin、および 100 ng/ml IL-6（全て Peprotech社、米国）を加え、48時
間培養した。刺激した CD34 陽性細胞は一旦回収し、pDΛNsam-ICN1を用いたウイ
ルス上清に懸濁し、上記と同濃度になるようにサイトカインを加えた後、20 μl/ml 
CH-296（Retronection®、タカラバイオ、大津市）で処理した 96穴丸底プレートに
再滴下し、さらに 48時間培養した。作成した ICN1導入 CD34陽性細胞は、培養細
胞全体を 1匹当たり 1 ~ 2×105個 / 50 μl PBSとなるように懸濁し、30 cGyの放射
線照射した生後 2日以内の NOGマウス新生仔に経肝的に移植した。二次移植は、一
次宿主を剖検し回収した骨髄単核球を、1.2 Gy の放射線照射した 6～8 週齢の雌の
NOGマウスに尾静脈注射にて再移植した。 
NOGマウスは実験動物中央研究所（川崎市）より購入し、東北大学大学院医学系
研究科附属動物実験施設において SPF 環境下で飼育した。マウスを用いた実験は全
て、東北大学動物実験安全委員会の承認（2010 医動-165）の下で行なった。 
 
4.4 抗体とフローサイトメトリー解析 
 細 胞 の 表 面抗原 の 解 析 に は次の 抗 ヒ ト 抗 体を用 い て 行 な った 。
CD1a-Phycoerythrin（PE）、CD3-PE、CD4-Allophycocyanin（APC）、CD7-V450、
CD8-PE、CD19-APC、CD34-APC、CD38-PE-Cy7、CD45-APC-Cy7、Annexin-V-APC
抗体は BD Biosciences社（米国）から購入した。CD4-pacific Blue、CD8-Pacific Blue、
CD45-Brilliant Violet510 抗体は BioLegend社（米国）から購入した。 
 解析は、移植後 12～16週の移植マウスの骨髄および脾臓から回収した単核球を用
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いて行なった。それぞれ回収した単核球は、2％ウシ胎仔血清を添加した PBSで懸濁
し、Fc 受容体阻害抗体（Miltenyi Biotec 社）にて氷上で 10 分処理した後、目的の
蛍光抗体で氷上 30分処理した。この後、細胞を 0.1 mg/ml ヨウ化プロピジウム（PI）
（Sigma Aldrich 社、米国）を添加した PBS に懸濁し、FACS Canto II（BD 
Biosciences 社）にてフローサイトメトリー解析した。データ解析には FACS Diva
ソフトウェア（BD Biosciences社）を用いた。 
 
4.5 半定量的リアルタイム PCR 
 移植マウスの骨髄・脾臓から、GFP陽性または陰性のヒト血液細胞（抗ヒト CD45
陽性細胞）を、FACS Aria II cell sorter（BD Biosciences社）でそれぞれ分取した。
Trizol（Invitrogen 社、米国）を用いて得られた細胞から RNA を抽出し、続けて
SuperScript Reverse Transcriptase（Invitrogen社）を用いて cDNAを合成した。
この cDNA を用いて、以下に記すプライマーと SYBR Premix EXtaq と ROX 
Reference DyeII (タカラ)を用いて、各遺伝子の発現を 7500 Real-time PCR system
にて解析した。全てのサンプルの実測値は内因性標準である GAPDH mRNA量で標
準化した。プライマーは以下の通りである。Notch1:5’-agaagttccggttcgaggag および
3’-catccaggtgctgctgag 、 ICN1:5’-tagactgacgcggccgcatgcg お よ び
3’-ttctggttgtcgtccatgag 、 GAPDH:5’-cgctctctgctcctcctgtt お よ び
3’-ccatggtgtctgagcgatct 、 Hes1:5’-aagtgtgctggggaagtacc お よ び
3’-gtgcgcacctcggtattaac 、 Hey1:5’-tcggctctaggttccatgtc お よ び
3’-ctgggtaccagccttctcag、pTα:5’-ctacttctcctggcccttg および 3’-accatctgctgctttccatc。 
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4.6 LAM-PCR 
 ICN1 レトロウイルスベクターの白血病細胞におけるゲノム挿入部位を同定する
ために、以前の報告通りに LAM-PCRを行なった[35]。白血病細胞から抽出したゲノ
ム DNAを制限酵素 Tsp509I（BioLegend社）で切断した後、その部位に別に作製し
たオリゴヌクレオチドを結合した。次に、そのオリゴヌクレオチドと挿入したウイル
ス由来の Long Terminal Repeat（LTR）との間で PCRを行ない、その産物を TOPO 
TA cloning vector（Invitrogen社）でクローニングし、ABI 3100 Genetic Analyzer
（Biosystems 社）を用いて配列を同定した。得られた塩基配列は NCBI/BLAST
（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）にて検索した。 
 
4.7 統計学的検討 
 統計解析は t検定を行ない、p ＜ 0.05を有意とした。 
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5．結果 
5.1 導入した ICN1は Notchシグナルを活性化していた 
 Notch1 シグナルがヒト造血幹細胞の T 細胞分化を引き起こすのかを in vivo で確
認するために、ヒト臍帯血由来の CD34 陽性細胞に、ヒト活性型 Notch1（ICN1）
遺伝子（Fig. 1A）を、レトロウイルスを用いて導入し、新生仔 NOG マウスに経肝
的に移植した。CD34 陽性細胞での ICN1 の発現は GFP の発現で判別でき、その導
入効率は平均 29.2％±2.67 であった（Fig. 1B）。GFP発現の有無にかかわらず、培
養した全ての細胞を移植したので、ICN1 が導入されたと考えられる GFP 陽性細胞
と ICN1非導入細胞であるGFP陰性細胞が同一マウスの中で同時に観察できた（Fig. 
1C）。実際に、GFP陽性細胞が ICN1を発現することを確認するために、NOGマウ
ス骨髄から GFP 陽性細胞と GFP 陰性細胞をそれぞれ独立に精製し、半定量的
RT-PCR法により ICN1 mRNA量を測定した。Fig. 1Dに示すとおり、導入したレト
ロウイルスの LTR 領域に設計することで ICN1 を特異的に検出できるプライマーを
用いても（左）、内因性野生型 Notch1 の遺伝子領域内に設計して ICN1 だけでなく
野生型 Notch1も同時に検出できるプライマーを用いても（右）、GFP陽性細胞にお
ける Notch1 遺伝子の高発現が確認された。さらに、ICN1 の発現量は GFP の蛍光
強度と強い相関が認められた（Fig. 1E）。また、ICN1導入細胞では、Notchシグナ
ルで直接的に誘導される hes1、hey1 および pTα 遺伝子の発現が強く亢進しており
（Fig. 1F）、導入した ICN1が活性化型Notch1として機能していることが示された。 
 
5.2 ICN1は骨髄内で CD8 SP T 細胞の分化を誘導した 
 ICN1の in vivoでの血球細胞分化における働きを検討するために、移植後 12～16
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週に、脾臓と骨髄の hCD45 陽性ヒト血球細胞をフローサイトメトリーで解析した。 
 移植されたヒト血球細胞では、脾臓および骨髄において、ICN1が導入された GFP
陽性細胞は、そのほとんどが CD3 陽性 T 細胞に分化しており、対照的に GFP 陰性
細胞は、その大部分が CD19 陽性 B細胞に分化していた（Fig. 2A、B）。また、GFP
の蛍光強度を、陰性：MFI～103、弱陽性：103～104、強陽性：104～のように分けて、
GFP 強度の違いによる T 細胞分化度を解析すると、GFP 陽性細胞における GFP 蛍
光強度とその中に含まれる T細胞の割合には正の相関があり（Fig. 2C）、強い Notch
シグナルは T 細胞へのより強い偏向分化を誘導することが示された。一方で、コン
トロールベクターを導入した細胞においては、何も遺伝子導入せずに移植した臍帯血
由来造血幹細胞と比較して、B細胞・T細胞への分化偏向はみられなかった（データ
提示せず）。 
 過去の報告と同様に骨髄内での T細胞分化が見られ、ICN1の発現により、ヒト T
細胞が胸腺外分化したと考えられた。そこで、骨髄の GFP陽性細胞をフローサイト
メトリー解析した。すると、ICN1発現細胞は、CD4/CD8 DP T細胞への分化にとど
まらず、CD8 SP T細胞にまで分化しており（Fig. 2D）、細胞表面抗原上は未成熟マ
ーカーでもある CD1aも陰性化していた（Fig. 2E）。また、これらの CD3陽性細胞
は TCRαβも高発現していた（データ提示せず）。脾臓に CD8 SP T細胞が存在した
NOGマウス個体において胸腺の再構築を検索したが、実体顕微鏡下においても胸腺
は見つからず、胸腺が存在すると考える部位の組織から細胞を抽出しフローサイトメ
トリー解析を行っても、これらの組織には GFP陽性細胞は全く観察されなかった（デ
ータ提示せず）。したがって、末梢に出現した CD8 SP T 細胞は骨髄で胸腺外分化し
たものと考えられた。 
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脾臓と骨髄において、GFP 蛍光強度と T 細胞分化状態を解析したところ、骨髄で
は CD8 SP T細胞と DP T細胞が同程度みられたのに対し、脾臓ではほとんどが CD8 
SP T細胞であった（Fig. 2F）。また、骨髄の GFP陽性および陰性細胞の未熟 T細胞
マーカー（CD1aと CD7）や骨髄未分化細胞マーカー（CD34や CD38）の発現を検
討したところ、GFP陽性細胞は T細胞分化を示す結果であったが、GFP陰性細胞に
は CD34 陽性の未分化な細胞が残存していた（Fig. 2G）。このことから、恒常的な
Notch シグナルは造血幹細胞から T 細胞への分化を誘導し、一方で、造血幹細胞と
しての性質を喪失させる可能性が示唆された。 
 
5.3 ICN1によって分化誘導された CD3陽性 T 細胞は抗原刺激に不応答である 
ICN1発現により分化誘導されたヒトT細胞の抗原に対する反応性を検討するため
に、CD3/CD28抗体で ex vivo刺激し、フローサイトメトリーで生存細胞数の変化を
測定した。その結果、ICN1 発現 CD3 陽性 T 細胞は、in vitro では 1 日目でほとん
どが細胞死に至り、5日間の観察において細胞増殖は全く観察できなかった（Fig. 3A、
B）。以上より、ICN1により NOGマウス内で分化したヒト T細胞は、表現型は正常
であるものの、その機能は不完全であることが判明した。 
 
5.4 二次移植により ICN1発現 T 細胞は白血化した 
 ヒト T リンパ球性白血病の 50％以上に Notch1 の高発現が見られること[23]や、
ICN1導入により誘導したT細胞は非機能性の異常な細胞ともいえることから、ICN1
遺伝子導入によって分化誘導された T 細胞が、長期間観察することで白血病化する
可能性はないかと考えた。ICN1 導入による T 細胞は in vitro では長期培養できず、
また NOGマウスの寿命にも限界がある。そこで、一次移植マウスから回収した骨髄
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細胞を、新たな NOG マウスに二次移植することで、GFP 陽性細胞の運命を観察し
た。一次移植の 6 匹から 26 匹に二次移植を行なったところ、総期間として 12 か月
以上の観察の中で、1 匹ではあるが、一次移植後から 13 ヶ月目に白血病の発症を認
めた。同マウスでは、骨髄細胞の 90%以上を GFP陽性ヒト血球細胞が占め（Fig. 4A）、
その表面マーカーは CD1a+CD3+CD4+CD8+CD7+CD34-で、ヒト T-ALL の表現型と
合致していた（Fig. 4B）。しかし、他の 25匹について最長 14ヶ月まで観察したが、
白血病の発症は認められなかった（データ提示せず）。 
PCR法にて TCRβ鎖遺伝子再構成を検討したところ、Fig. 4Cに示すとおり、ポリ
クローナルである陰性コントロール（正常な T 細胞集団）では正規分布のように広
がったピークが観察されたが、5%の T 細胞株を混入させた血液細胞検体（陽性コン
トロール）では、広がったピークの中に鋭い 1本ピークが観察された。この条件下で、
GFP陽性細胞のゲノムでは単独の鋭いピークのみが観察され、GFP陽性細胞は均一
な TCRβ鎖を有することが分かった。すなわち単クローン性が確認された。 
白血病化した腫瘍細胞の Notch1 の mRNA の発現を、白血病化していない ICN1
導入により誘導された T 細胞と比較したが、その両群間では、導入した ICN1 の発
現は亢進していたが、内因性 Notch1を含めた全 Notch1発現量で比較すると大きな
差は見られなかった（データ提示せず）。 
T-ALLの発症において、K-rasや c-Mycが Notch1と協調的に関与するとの報告が
ある[36,37]。したがって、白血病が発症した 1匹において、ICN1レトロウイルスベ
クター挿入部位付近にがん遺伝子が存在し、ベクター挿入によって活性化された
（vector insertional mutagenesis）可能性が想定された。そこで、ICN1 ベクターの
ゲノム挿入部位を LAM-PCR法にて検索した。その結果、第 2番染色体短腕 21に挿
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入されていることが分かった。ICN1挿入部位から 10kbpの範囲には Expressed 
sequence tag（EST）として登録されている４つの遺伝子（AI191600、BU689563、
AW009875 および AF150238）が存在していたが、既知の遺伝子は認められなかった。 
  
18 
 
6．考察 
今回の研究で、血液系ヒト化マウスを用いることにより、ICN1遺伝子を導入した
ヒト造血幹細胞が NOGマウスの骨髄内で CD8 SP T細胞にまで分化すること、さら
にその T 細胞が末梢にまで分布することを見いだした。Notch シグナルが T 細胞の
DP段階までの分化を促進することは、ヒトにおいてもマウスにおいても良く知られ
ていた[10,11,12]。しかし、Notch1の DP段階から SP段階への T細胞成熟に対する
役割は議論の余地があった。マウスにおいては、恒常的なNotchシグナルがCD4/CD8 
SP T細胞への分化を抑制するという報告があった[38,39]。一方、Notchシグナルが
CD4/CD8 SP T細胞への分化をMHCの関与なしに促進するという報告もあり[15]、
一定の見解が得られていなかった。最近になって、γセクレターゼ複合体の構成成分
であるプレゼニリンが、マウスにおいて、DP 段階から SP 段階への成熟に影響して
いることが明らかにされ[40]、マウスでは Notch1 が DP 段階から SP 段階への T 細
胞の成熟に関与する可能性が示唆されてきた。ヒトにおいては、本研究と同様の活性
化型 Notch1を導入したヒト造血幹細胞を NOD/Scidマウスに移植したところ、骨髄
内で DP T細胞までの分化は見られたが SP T細胞は出現しなかったとする報告がな
された[19]。したがって、今回の実験によって、Notch1 シグナルがヒト血球細胞を
CD8 SP T細胞にまで分化させることが初めて示された。今回の実験系では CD4 SP 
T 細胞の分化は確認されなかったが、ヒト血球細胞で Notch シグナルを活性化させ
るとCD4 SP T細胞よりもCD8 SP T細胞に分化しやすいことが in vitroの実験で報
告され[41,42]、本研究での結果と良く合致していた。 
 過去の ICN1 遺伝子導入造血幹細胞を用いたヒト化マウスの報告では、末梢で T
細胞を観察することができなかった[19]。過去の報告と今回のヒト化マウスの違いの
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一つは、移植に用いた免疫不全マウスが異なることである。今回用いた NOG マウス
は、現在知られている免疫不全マウスの中で最も異種拒絶反応が低下していることが
知られており、この点が、ヒト血球細胞が SP T細胞まで分化し、末梢に出現するこ
とを可能にしたものと考えられる。しかし、本研究の実験系で ICN1発現により誘導
された T細胞は in vitroで培養すると速やかに細胞死に陥ってしまい、決して機能的
な T細胞ではなかった。本来、T細胞は胸腺を経由して成熟していくが、今回の実験
系では胸腺外分化により T 細胞まで分化していたため、positive selection を受ける
ことができなかったことで、ICN1導入で誘導された T細胞が機能性を獲得できなか
った可能性が考えられ、Notch1シグナルの活性化のみでは機能的 T細胞分化の誘導
には不十分であると思われる。 
 ヒト T-ALL では、その 50%以上で Notch1 の発現の異常亢進が認められる[23]。
マウスにおいてはNotch1遺伝子導入マウスや ICN1遺伝子導入造血幹細胞移植を用
いることで、Notch1 遺伝子の高発現によって T-ALL が発症することが報告された
[20,21]。しかし、妥当な実験系が存在しなかったことから、Notch1活性化によって
ヒト血球細胞から T-ALL を再現することは成功していなかった。今回、移植に用い
た NOGマウスは、これまでも多くの移植モデルに用いられているが NOG マウス自
身が白血病化したという報告はない。その中で、二次移植を行うことにより ICN1発
現 T細胞を長期間観察し、1匹のみであるが T-ALL発症マウスを見出した。他の 25
匹には T-ALL が発症しなかったことから、T-ALL の発症には Notch1 活性化だけで
は不十分で、他のがん遺伝子の第 2 ヒット、第 3 ヒットが必要である可能性が考え
られる。また、T-ALLを発症したマウスにおいて、ICN1レトロウイルスベクターの
ゲノムへの挿入箇所に存在するがん遺伝子が活性化して第 2 ヒットとして作用した
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可能性を考え、その挿入部位を特定したが、残念ながらその周囲には 4つの expressed 
sequence tag しか同定されなかった。今後、これらの仮想遺伝子の機能について解
析し、T-ALL発症への関与を検討する必要がある。 
 本研究では、ヒト造血細胞における Notch1 シグナルが、in vivo で T 細胞分化を
誘導し、胸腺非依存的に CD8 SP T細胞にまで分化促進作用を有することを見出した。
さらに、活性化型 Notch1 発現ヒト造血幹細胞から、マウス内でヒト T-ALL を発症
させることに成功した。このように、血液系・免疫系ヒト化マウスモデルは、従来不
可能であったヒト正常細胞の分化解析や機能解析を可能にし、さらには、Notch1 を
はじめとする血球分化や白血病発症に関与する遺伝子のヒト細胞を用いた in vivo機
能解析にも極めて有用である。ヒト化マウスは、今後、ヒト白血病の病因・病態解析
モデルや新規治療法開発実験モデルとして発展することが期待される。 
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7．結論 
血液系ヒト化マウスを利用して、Notch1シグナルが、in vivoでヒト T細胞分化を
誘導すること、さらに CD8 SP T細胞の胸腺非依存的分化を誘導できることを示した。
また、活性化型 Notch1 導入ヒト造血幹細胞から、マウス内でヒト T-ALL が発症す
ることを示した。 
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10．図の説明 
図 1 
（A）pDΛNsam-ICN1 の構造の概略を示す。LTR；long terminal repeat、ICN1；
intracellular domain of Notch1、IRES; internal ribosome entry site、EGFP；
enhanced green fluorescence protein 
（B）CD34 陽性造血幹細胞にレトロウイルスで ICN1 遺伝子を導入した、移植前の
CD34陽性細胞の GFPの発現を示す。 
（C）ICN1 遺伝子導入細胞移植マウス骨髄の血球の FACS 解析：移植後 12 週のマ
ウスの骨髄から回収した血球細胞をフローサイトメーターにて解析した。ヒト血球細
胞のマーカーである hCD45 が陽性の骨髄細胞における GFPの発現を示す。 
（D）GFP陽性（n = 6）および GFP陰性（n = 6）のヒト血液（hCD45 陽性）細胞
における、ICN1とNotch1の発現量を real-time PCR法による結果で示す。「ICN1」
は ICN1特異的プライマーを使用した結果で、「Notch1」は内因性野生型 Notch1と
ICN1 の両者を検出できるプライマーを使用した結果である。個々の mRNA の発現
量は GAPDH mRNA量で標準化した。 
（E）GFP陽性細胞における GFPの平均蛍光強度（MFI）と ICN1の発現量との相
関関係を示す。両者には R2 = 0.86で正の相関関係が見られた（p＜0.01）。 
（F）GFP陽性（n = 4）および GFP陰性（n = 4）における、Hes1、Hey1、pTα
の mRNA 発現量を real-time PCR 法で解析した。個々の mRNA の発現量は全て
GAPDH mRNA量で標準化した。 
 
図 2 
（A）脾臓および（B）骨髄細胞の FACS解析：各臓器の GFP陽性および GFP陰性
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ヒト血球細胞における CD3、CD19の発現の代表例を示す。 
（C）GFP の蛍光強度ごと（陰性：MFI～103、弱陽性：103～104、強陽性：104～）
のCD3陽性T細胞のヒト血球細胞に占める割合を示す（脾臓は n=16、骨髄は n=19）。 
（D）GFP 陽性 CD3 陽性 T 細胞における CD4 と CD8 の発現を FACS にて解析し
た。その代表例を示す。 
（E）GFP陽性 CD3陽性 T細胞における CD1aと CD8の発現を CD3と共に FACS
にて解析した。その代表例を示す。 
（F）脾臓と骨髄のヒト血球細胞における GFP 陽性 CD3 陽性 T 細胞の、CD4/CD8
の発現状態の各群の割合を示す（脾臓は n=14、骨髄は n=17）。 
（G）骨髄ヒト血球細胞における GFP陽性および GFP陰性細胞の、T前駆細胞の細
胞表面抗原についての FACSの結果を示す。 
 
図 3 
（A、B）移植マウス骨髄のヒト血球細胞（3 x 105個）およびヒト健康ドナー由来末
梢血単核球（3 x 105個）を抗 CD3抗体（10 μl/ml）と抗 CD28抗体（1 μl/ml）の存
在下（右）および非存在下（左）で培養した。マウス骨髄細胞では GFP 陽性 CD3
陽性細胞に、ヒト末梢血単核球では CD3 陽性細胞にゲートをかけて、経時的に生細
胞数を測定した。（A）では 0日目の生細胞数を 100とした、各測定日における CD3
陽性生細胞数の比を示した。（B）1日目および 5日目における CD3陽性細胞の生存
状態を FACSにて解析した（マウス骨髄細胞は n=4、ヒト末梢血は n=3）。 
 
図 4 
（A）骨髄から回収した血球細胞の hCD45と GFPの発現を示す。 
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（B）GFP陽性の細胞集団の細胞表面抗原の FACSの結果を示す。 
（C）GFP陽性の細胞集団の TCRβ鎖ゲノム再構成について PCR法にて解析した結
果を示す。5%の T 細胞白血病株を混入させた血液細胞検体（陽性コントロール）、
GFP 陽性細胞（サンプル）および正常な T 細胞集団（ポリクローナルである陰性コ
ントロール）から得られたゲノムを用いて TCRβ鎖遺伝子を PCR法で増幅し、その
合成産物を電気泳動にて展開した結果である。 
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